機能性有機薄膜を多層膜構造化したグルコースセンサの開発と尿糖センサの実用化に関する研究 by 松本 達
機能性有機薄膜を多層膜構造化したグルコースセン
サの開発と尿糖センサの実用化に関する研究
著者 松本 達
号 40
学位授与番号 514
URL http://hdl.handle.net/10097/36688
▼
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の要件
最終学歴
まつもと
松本
博
とおる
達
 士(薬学)
 薬第514号
 平成診年i月i7目
 学位規則第4条第2項該当
 平成4年3月27日
東北大学大学院農学研究科
博士課程前期2年の課程修了
学位論文題目
 機能性有機薄膜を
 尿糖センサの実用化に関する研究
論文審査委員
授
授
師
教
教
講
 
査主
(
一
錬
則
順
友
齋
田安
岩
星
 一158一
▼
論文内容要旨
 i.はじめに
 本論文は糖尿病患者の健康管理と早期発見を目的としたグルコースバイオセンサの開発と,その尿糖
 センサヘの応用と実用化に関して行った研究について記述する。
 従来から,血糖測定を目的としたアンペロメトリック方式によるグルコースバイオセンサに関する研
 究は数多く報告され,多種多様の血糖測定装置が開発されている。一方で,尿糖測定を目的としたバイ
 オセンサの研究は極めて少なく,尿糖測定装置の開発が遅れている。その主な理由としては,尿糖測定
 の有用性が未だ十分に認知されていないことに加え,次の5点が挙げられる。それは,(1)尿糖測定に
 対応したアンペロメトリック方式のトランスデューサにおける参照電極の性能が不十分なこと,(2)尿
 中に含まれる妨害物質への対策が不十分なこと,(3)広い測定濃度範囲への対応が不十分なこと,(4)
 長期信頼性に欠くこと,および(5)量産技術の未確立なこと,である.
 以上のことに鑑みて,本研究ではこれらの問題点を解決することにより,実用レベルで使用可能な性
 能を持つアンペロメトリック方式による尿糖センサの開発を目的に,次の4項目について検討した.す
 なわち,(1)3電極で構成されたシングルチップ電極に実装される参照電極としてのマイクロプレーナ
 型Ag/AgC1電極,(2)シングルチップ電極上に制限透過膜としてシリコーン(ポリジメチルシロキサン,
 PDMS)を用いた多層膜構造を持つマイクロプレーナ型尿糖センサ,(3)シングルチップ電極上に制限
 透過膜としてフッ素ポリマー(ポリメタクリル酸IH,1H一パーフルオロオクチル,PFCP)を用いた多層
 膜構造を持つマイクロプレーナ型尿糖センサ,および(4)前述の尿糖センサを大量生産する技術,である.
 2.マイクロプレーナ型Aσ/AσC亜電極の開発
 尿糖センサに適用可能なトランスデューサに実装するマイクロプレーナ型のAg〆AgC1電極の開発と,こ
 のAg/AgCl参照電極および白金電極の作用極と対極を備えた3電極方式のマイクロプレーナ型シングル
 チップ電極の開発を検討した。
 Ag/AgCl参照電極として機能するAg電極(玉.39mm2)は,作用極(7.i8mm2)および対極(3.55mm2)
 として機能する白金電極と共にシングルチップ電極として石英基板上に形成されている。このAg電極
 表面にAgC1層を形成して参照電極として使用される.つづいて,電極表面にγ一アミノプロピルトリ
 エトキシシラン(γ一APTES)膜ならびにPFCP膜が順次スピンコート法で積層された。rAPTES膜は
 Ag/AgCl電極とPFCP膜との結合膜として,PFCP膜は制限透過膜として機能する。評価は2極法もしく
 は3極法により電位および電流を測定して行った.
 評価の結果,同型Ag/AgC1電極は自然電位がネルンストの式と良く一致し(一57.7±玉.27mV/decade,
 n=3),参照電極として正常に機能していることが確認された.妨害物質に対する電位の安定性に関して
 は,1mMK,Sを除く妨害物質(1mM廻およびImMKBr)や,コントロール血清の影響を受けること
 もなかった。さらに,150盈MKC1(室温下)中において82日間以上の安定した電位(寿命)を確保し
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 ていることが明らかになった。このような好結果が得られた原因は,PFCP膜の持つ制限透過機能によ
 るものと考えられた.マイクロプレーナ型シングルチップ電極は過酸化水素に対して660mV付近に電
 流ピークを示し,1.24μA/m醜mm2の高いS個比,約5秒の速い電流応答速度,およびr=0.§99の高い直
 線性のある検量線を示した.
 以上の結果を総合すると,開発したマイクロプレーナ型Ag/AgC1電極は参照電極として必要十分な性
 能を示し,このAg/AgC1電極が実装されたシングルチップ電極はアンペロメトリック型バイオセンサの
 トランスデューサに十分に適用できることが示された.
 3シリコーン、をいた5賞の尿センサの
 妨害物質の影響を排除した高濃度の尿糖測定が可能な尿糖センサの開発を検討した.
 尿糖センサは前述のシングルチップ電極表面にrAPTES膜,アセチルセルロース膜(ACC膜),
 Na痴n⑪膜,グルコース酸化酵素(GOX)膜およびPDMS膜を順次スピンコート法で積層して製作された。
 rA酔TES膜は電極とACC膜の結合層,ACC膜とNa£on⑧膜は妨害物質の制限透過膜,GOX膜はグルコー
 スの認識と反応層,そしてPDMS膜はグルコースと妨害物質の制限透過膜として機能する.評価は3極
 法による0.7Vの定電位測定で行った。
 評価の結果,(1)10-15秒程度の速い電流応答速度,(2)0-33.3mMグルコースの広い測定濃度範囲,
 (3)±2%台の高い繰り返し再現性,(4)5.7mM以下のアスコルビン酸,0.3mM以下の尿酸,0.3mM
 以下のアセトアミノフェンによる影響を受けないことなどがわかった。この高い制限透過性はACC膜,
 N諭on㊥膜および爵DMS膜の多層膜構造の効果によるものであった.したがって,冊瀬Sは全く新しい
 制限透過膜の材料として尿糖センサに適用できることが確認された.紛麓Sがグルコースの制限透過性
 を示したメカニズムとしては,低表面自由エネルギー,すなわち側鎖のメチル基に由来する疎水機能
 によるものと考えられた.また,この尿糖センサは糖尿病患者の尿サンプルに対し,ヘキソキナーゼ法
 による臨床検査装置を用いて測定した結果と良好な相関0.924(n=37,Y二〇.935X+0.561)を示し,十
 分な測定精度を持っていることが示された。さらに,約3分の短い測定間隔でしかも連続測定が可能で
 あり,尿サンプルを無希釈および無撹拌で測定することが可能であった。一方で,長期間の使用では
 罫DMS膜の破損に起因するセンサの電流値の増加が認められ,長期安定性に欠いていた。
 従って,本章の多層膜構造は妨害物質除去効果に優れ,高濃度のグルコースを無希釈で測定できる尿
 糖センサを実現させた。また,この尿糖センサは1日から数日程度の使用における簡易的な尿糖センサ
 としては十分な性能を持っていた。
 4.フッ素ポリマー髄銀透遇膜を用いた4層膜構造の尿糖センサの闇発
 尿中に含まれる主要な妨害物質による影響を排除し,前述の尿糖センサの課題であった長期安定性を
 確保しつつ,高濃度の尿糖測定が可能な尿糖センサの開発を検討した。さらに,聾CP膜のグルコース
 の制限透過機能についても検討した.
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 尿糖センサは前述のシングルチップ電極表面に,γ一APTES膜,Na飴n⑭膜,GOX膜およびPFCP膜を
 順次スピンコート法で積層して製作された.聾CP膜はグルコースと妨害物質の制限透過膜として機能する。
 評価の結果,55.6搬Mグルコースに対する電流応答速度はm弓5秒程度と極めて速く,測定濃度範囲
 は0-167mMと広範囲であり,検量線は高い直線性(FO.997)を示した。2.8mM以下のアスコルビン酸,0.3
 mM以下の尿酸,および0.3mM以下のアセトアミノフェンによる妨害をほとんど受けないことが示さ
 れ,通常の尿糖測定に対しては十分な妨害物質除去能力を持つことが示された。尿糖センサの電流値は
 酵素活性の失活に伴い66日間で約39%低下したが,長期安定性は比較的良好であると考えられた、また,
 糖尿病患者の実尿サンプルおよび実血漿サンプルを測定したところ,デヒドロゲナーゼ法による臨床検
 査装置を用いた結果と,尿ではr=0.985(y=LO4X+4.73、n=30),血漿ではr=0.954(y=LO2x+0.01,
 n=30)と良好な相関を示し,無希釈無撹拌で約70秒の短い測定間隔で連続測定が可能であることが明
 らかになった。さらに,PFCP膜が持つグルコースの制限透過機能の解析を試みた結果,PFCPの側鎖の
 フルオロアルキル基に由来する疎水機能と,膜に形成されているグルコース分子と同等サイズのポアに
 由来する分子ふるい機能との両効果によるものと考えられた。
 従って,開発した尿糖センサは簡易な操作でありながら,長期の使用寿命を備え臨床検査装置に匹敵
 する性能を持つことがわかった.また,この尿糖センサは尿糖測定だけでなく血糖測定にも適用できる
 ことが示された。
 5.特の一盛を向上させた尿糖センサの開
 応答特性が均一な尿糖センサを,電極からPFCP膜までを連続して一枚のガラス基板上に一括大量生
 産する方法を検討した.
 ひとつの基板に82個の尿糖センサを一括製作する際に,前述の4層膜構造に加えて新たにGOX膜と
 PFCP膜との間にr鯉TES膜を加えた5層膜構造の尿糖センサとした。すなわち,フォトリングラフ技
 術を用いてガラス基板上に白金の作用極(5mm2)と対極(5mm2),およびAg/AgCl参照電極(1mm2)
 を1組として構成されている82組のシングルチップ電極を製作し,つづいて、γ一APTES膜,Na飴n㊤膜,
 GOX膜,γ一APTES膜そしてPFCP膜の5層膜を形成し,一度に1枚のガラス基板上に82個の尿糖セン
 サを製作した.次に,これらを切り分けて個々の尿糖センサとして評価した。5層構造とした理由は,
 GOX膜とPFCP膜の密着性向上により尿糖センサ間のバラツキを低減し,尿糖センサの長期安定性を向
 上させることにある。
 評価の結果,82個の尿糖センサのバラツキを示すRelatlveStandardDevia重ion(R.S.D.)値は42.9%を示し,
 良好な均一性を持つことがわかった.ひとつの基板内の82個から任意に選択された5個の尿糖センサの
 検量線は,0-111mMグルコ』スに対して高い直線性を示し(FO.988±0.005),グルコース濃度に対す
 る電流比(検出感度)は,mmMのグルコースに対して}.56±0.28認VmM,11.1mMグルコースのセ
 ンサ間のR.S.D.値は23.工%であり,それぞれ必要十分と思われる値を示した。27日間にわたって電流値
 はほとんど変動せず,長期安定性は極めて良好であった.
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 以上の結果より,両技術を用いて製作された5層膜構造の尿糖センサは,尿糖測定に十分な性能を持ち
 ながら大量生産できることがわかった。
 6.まとめ
 以上の研究結果を基に,世界で初めて,実用レベルで使用可能な性能を持つ尿糖センサの開発に成功
 し,平成16年6月にこの尿糖センサを用いた尿糖計を発売するに至った.今後,体重計,血圧計,体温計,
 そして尿糖計等を用いる高度な健康管理を,糖尿病患者に限定されず健常人も自分で簡単に行うことが
 可能になると思われる。さらに亙丁技術の活用により,インターネットを活用した在宅健康管理システム
 の環境が整い,診療を自宅で簡単に受けられるサービスが普及するものと思われる。その結果,糖尿病
 患者は自宅で健康管理を自分で簡単に行うことが可能になり,また健常人にとっても糖尿病の予防に役
 立つものと期待される。
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 審査結果の要旨
 本論文は糖尿病患者の健康管理と早期発見を目的としたグルコースバイオセンサの開発と,それを用
 いた尿糖測定器の開発および実用化について記述したものである。本研究では,実用的に使用すること
 ができる性能のアンペロメトリック方式による尿糖センサを開発するために,以下の4項目に焦点を絞っ
 て検討した。すなわち,(1)グルコースセンサを構成する参照電極の高性能化,(2)尿中に共存する妨
 害物質の影響の除去および測定可能な濃度範囲の拡大,(3〉センサの長期安定性の確立,および(4)量
 産方法の確立,の5項目である。
 上記(1)に関しては,マイクロプレーナー型銀塩化銀電極を装備したシングルチップ電極を作製して,
 フッ素ポリマーを透過制限膜として用い性能を検討した結果,電極電位がネルンストの式から予想され
 る値とよく一致し参照電極として機能することを明らかにした.透過制限膜として採用したフッ素ポリ
 マーが効果的に機能したために予想される妨害物質に対する安定性も良好であり,3ヶ月程度連続使用
 しても性能の劣化が見られないことが明らかになった。次に(2)および(3)を検討するために,アセ
 チルセルロース膜,ナフィオン膜,ジメチルシロキサン膜,および酵素膜を多層膜構造としたグルコー
 スセンサを作製した.この多層膜構造を採用したセンサは,ビタミンC,尿酸,アセトアミノフェンな
 どの血液または尿中に共存する妨害物質の影響を効果的に除去し,また高濃度のグルコースを無希釈で
 測定できることが明らかになった。しかし,このセンサは多層膜が徐々に劣化するために長期安定性が
 十分でないことわかった、長期安定性を改善するためにフッ素ポリマーを多層膜の一部として効果的に
 利用したセンサを作製した.この尿糖センサは非常に優れた応答特性を示し,糖尿病患者の実尿試料お
 よび実血漿試料を測定したところ,デヒドロゲナーゼ法による臨床検査装置を用いた結果と良好な相関
 を示し,尿糖を測定するセンサとして実用に供することが可能であった.また,長期安定性も改善された.
 さらに(4)の検討を行い,均一な特性を有する82個のセンサを一枚の同一ガラス基板上に同時に作製
 することが可能であることを示した.以上ように,本論文は尿糖センサの高性能化と実用化に著しく貢
 献するものである.
 よって,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める.
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